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ImpfstofF gegen Infektionen mit Onkoviren, wie dem felinen 

Leukosevirus der Katze 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eineh Impfstoff auf DNA-BasIs, durcli den Katzen gegen 
, infektionen mit dem felinen Leukosevirus geschiitzt werden konnen. 

Das feline Leukosevirus (FeLV) ist ein katzerispeziflsches, weltweit verbreitetes , 
Virus, das Ausloser schwerer Erkrankungen ist, und zu den Haupttodesursachen 
der felinen Population zahit Derzeit besteht eine Infektlonsrate. von.12% bis 16% 
der Katzen sowotil In Europe als auch in den USA. 

Ein Tell der Katzen kann die Infektion Qbenwinden; es ist im Gegensatz dazu Jedoch 
auch eine lebenslange Viruspersistenz im Organismus' moglich. Latent inflzierte • 
Katzen gelten dartn als Erregen-eservoir. 

Eine wirksame Therapie von FeLV-lnfektidnen, die zu ejner Heilung fuhrt, ist zur Zeit 
nicht moglich. Bestenfalls gelingt ein Zuruckdrangen der Krankheit fur eine gewisse 
Zeit. Bestimmte Chemotherapeutika sind auch bei der Katze anwendbar, die 
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Nebenwirkungen sind jedoch wie in der Humanmedizin hochproblematisch. Noch im 
Versuchsstadium befindet sich die Beliandlung mit interferonen". 

Virostatika sind. nicht in der Lage, das Virus zu iriaktivijeren und fuliren damif 
ebenfalls zu keinem Heilerfolg. 

5 ' Eine wirksame. Bekampfung von FeLV-lnfektionen kann nur vorbeugend. durch 
Impfung erreicht wehden. 

Stand der Technik 

Derzeltig eriialtliclie Impfstoffe gegen FeLV beruhen entweder auf inaktivierten FeL- 
Viren, auf rekombinant herges^ellten Proteineh, so^enannten Subunit-Vakzlnen, , 
10 Oder auf dem Einsatz von genetiscfi modifizierten Lebendval<zlrien. Allerdings 
weisen diese Arten von Impfstoffen neben unzulanglichem Impferfolg eine Reih6 
. weiterer Nacliteile auf. 

So fuliren Zubereitungen aus inaktivierten Viren nur bei einem Teii der 
geimpftenTiere zur erwuhschten Immunitat. Bei dieseh Jmpfstoffen handelt es sicli 
15 Immer um Proteingemische, in denen liocliimmunfagene Antigene mit einer groRen 
Menge anderer Proteine um die Prasentation durcli * das immunsystem 
"konkurrieren" mCissen. Zudem konnen nach erfolgter Impfung starke 
Nebenwirkungen. wie allergisclie Reaktionen und Autoimmun-Erkrankungen, 
auftrieten, . * 

20 Ein rekombinanter Impfstoff, der aus bioteclinologisch hergestelltem Hullprotein des 
FeLV besteht und mit Aluminiumhydroxid und Saponin adjuvantiert ist, ist derzeit ejn 
haufig eingesetzler Impfstoff. Impfungen mit dieser Vakzine fuhren bei 80 bis 95% 
der Katzen zum Schutz gegen Leukose. (Lutz et al., 1991,. J , Am Vet Med 
Assoc;1 99(1 0): 1 446-52). 

25 Problematisch ist jedoch das Risiko des Aiiftretens von Fibrosarkomen ah der 
Impfstelle. Ein weiterer Nachteil dieses Impfstoffes ist, dali die enA/irkte Immunitat 
. ' hauptsaclilicli auf der Bildung virusneutralisierender Antikorper berulit. Neuere 
Untersuchungsergebnisse (Flynn et al., 2000. Immunology 101. 120-125) zeigen 
jedoch, dali zur Ausbildung einer schutzenden Immunitat die zellulare 
30 Immunantwort ebenfalls von sehr grofier Bedeutung ist. 

Der Einsatz von Lebendvakzinen hat sich zwar hinsichtlich der erzielten Immunitat 
als effektiv erwiesen, birgt jedoch die standige Gefahr in sich, dali sich die 
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verwendeten Virusstamme durch Mutation Oder Rekombjnation zu neuen 
pathogenen Virusstammen entwickeln. Ebenso muli beachtef werden, dalS bel der 
Anwendung von solchen Impfstoffen, die samtiiche Virusstrukturen enthalten. sich 
auf Grundlage des Antikorperstatus niclnt metir unterscheiden lalSt, ob die Here 
jnfiziert Oder immunisiert sind. Aus diesen beiden Griinden eignen sich diese 
Impfstoffe nicht fur die Praxis. 

Ein weiteres Belspiel fiir eine aus infektions- , oder repiikationsfahlgen Viren 
bestehende Vakzine . ist ein' rekombinantes. . FeLV-Oberflachenproteine 
exprimierendes Kanarienpockenvirus. In Testinfektionen konnnten 83% der Tlere 
vor der Infektion geschutzt werden. (Jarrett et al., 1993, J of Virology: 2370-2375).. 
Allerdings weist dieser Impfstoff die Nachteile einer Lebendvakzine in bezug auf 
unvorliersagbare Rekpmbinationen auf, weiterhin ist er relativ autwendig und damif 
teuer herzustellen und.zu cliarakterisieren. 

Neben solchen klasslsclnen und niodernen rekombinanten Impfstoffen gibt es die 
Moglichkeit der Impfung mit DNA-Expressionskonstrukten. Dabei wW nur die 
Infonmatlon fur bestimmte Immunogene Telle des Erregere in Fomi von DNA dem 
Impfling verabreicht Nach Ifnpfung werxJen die FeLV-Antlgene von den Zellen der 
geimpften Katze exprimiert. und stimulieren so eIne Immunantwort gegen das.Virus. 
Diese Moglichkeit. durch Injektlori von Antigen kodierenden DNA- 
Expressionskonstrukten eine Immunantwort gegen dieses Antigen zu erzielen. ist 
zuerst von Tang und Ulmer fur die Maus publiziert wbrden (Tang et al., 1992, Nature 
365. 152-154; Ulmer et al.. 1993 Science 259. 1745-1749) und seither in eioer 
grossen Menge von Spezles gezeigt worden. Es Ist anzunehmen. das das generelle 
Prinzip der Impfupg mit Immunogen^kodlerentjen Nukleinsa.uren auf alle hoheren " 
Tiere ubertragbar ist. Hinsichtlich der Wahj geeigneter Antlgene. deren Kodierung In 
Nukleinsauresequenzen sowie der Wahl des geelgnet^n Impfregimes.stellen sich 
dem Fachmann fiir jede Anwendung eIne Reihe zum Tell nur schwer ubenvindbarer 
Probleme, was dazu gefuhrt hat, dali bisher noch kelne Vakzine auf DNA-Basis in 
eine Erprobung in der klinischen Phase 2 oder 3 aufgenommen wurde. 

Die Impfung yon Katzen mit Expresslonskonstmkten zur Expression der Gene "env" 
und "gag- ist In der franzosischen Patentschrift FR 2 751 223 beschrieben. Die dort 
skizzlerte Erfindung Ist allerdings nicht aUsrelchend offehbart, so sind keinerlel 
Expressions- und Immunlsienjngsversuche oder deren Ergebnlsse gezeigt. 
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OfFenbar handelt es sich um eine spekulative Anmeldung, der keine erfinderische 
Arbeit zugrunde lag, • • 

Versuche zur DNA-lmmunisierung auf dem Gebiet .des FeLV, die allerdings nicht zu 
einem uberzeugenden Erfolg ftihrten, sind bekannt (Jarrett et al., 2000 Immunology. 
5 101, 120-125). In der vbrzitierten Arbeit war das Gesamtgenom mit einer 
Polymerasedeletion als Expressionskonstrukt inokuliert worden. Der klinische Erfolg 
der Inipfung schlug sich allerdings nicht in einem Schutz der Katzen vor Infektion 
und Viramie nieder, Neben diesem praktischen Nachteil des zitierten Impfversuchs 
hat die Verwendung von Deletionsmutanten oder deren Genom zur Impfung den 
10 Nachteil, da(i die Gefahr besteht, daft aus einem deletierten Virus durch 
Rekombination mit endogenen oder exogenen Virussequenzen infektiose, neuartige 
Pathogene entstehen. " • 

Im Gegensatz zu der zitierten Arbeit von Janrett war das Ziel der Bemuhungen der 
vorliegenden Erfindung, nur isolierte Antigene des FeLV zur Expression zu bringen. 

15 Vorversuche zeigten allerdings, daft durch Inokulation von Expressionskonstrukten, 
die -homologe Wildtyp-Sequehzen des "env"- und "gag""Gens des FeLV unter ' 
Kontrolle des Cytomegalievirus (CMV) early-immediate Promoters kodierten, keine 
Antikorperproduktion in Katzen provozierbar war. Weitere Versuche zeigten 
ebenfalls, dad die betreffenden Sequenzen in. menschlichen. und aus Katzen 

20 gewonnenen Zelllinien nicht oder nur In sehr geringem Malie exprimiert wurden. 
Dieses Phanomen ist fur Sequenzen des Hl-Virus sowie andere Lentiviren bekannt 
(Wagner et aL. 2000,. Hum Gene Ther 11(17), 2403-2413). Die Expression der 
Wildtypsequenzen in der infizierlen Zelle ist dabei abhangig von der 
vorhergehenden Expression des viral kodierten Proteins "rev". 

25 . Die Expressionskontrolle des hicht zur' Klasse der. Lentiviren gehorenden Retrovirus . 
FeLV ist unbekannt und.eln der "rev"-Kontrolle ahnlichfer Mechanismus nicht gezeigt 
Oder in der Literatur postuliert worden. 

Ebenfalls bekannt ist, dali durch Optimierung der Kodonbenutzung (Codon Usage 
. Optimization) innerhalb des Expressionskonstruktes an die praferentiell In Saugem 
30 benutzten Kodons die Expressipn vori Proteinen erheblich gesteigert werden kann 
(Grantham et al., Nucleic Acids Res 1980, 9:1893-912), Diese Methode wurde 
bereits erfolgreich zur Expressionssteigerung verschiedener viraler Strukturproteine 
des HIV-1 und SIV angewandt. Der Effekt beruht auf der Umgehung der "rev^- 
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abhangigen Transportwege fur das extrem AT-reiphe Transkript dieser spSten 
Proteine im Replikationszyklus der Lentlvlren. So gelang es dutch 
Kodonoptimierung der DNA Sequenzen des „env" und des „gag" Proteins des 
, menschlichen Hl-Virus, weitaus hohere Antikorpertiter gegen die^e synthetischen 
5 Antigens in Mausen zu erzielen. als es durch die Wildtypsequenzen mSglicli war 
(Haas et al., 1998. J Virol. 72: 1497-503, Wagner et al.. Hum Gene Then • 
2000,17:2403-13). Die Herstellung und der Gebrauch solcherart optimierter 
Sequenzen zur Vakzinierung gegen HIV-1 ist auch bekannt aus der WO 00/029561 
und der WO 97/48370. ' 
10 Ein anderes Problem besteht in der Applikation der die immunogenen Antigene oder. 
Telle davon kodierenden DNA. Ein Nachteil 'der im Moment zum. DNA Transport 
' (Transfektion) verwendeten Vektoren besteht darin, dali entweder Vektoren viraletj 
Ursprungs eingesetzt werden, die vom Aspekt der Sicherheit Probleme aulwerfen 
(Lehnnan, 1999, Nature 401: 517-518), Oder aber Plasmide genutzt werden. Da 
15 Plasmide durch bakterielle Fermentation gewonnen werden, enthalten sie neben 
dem gewunschten Gen auch die fur ihre Vervielfaltigung und Selektion notwendige 
DNA sowie ubiicherweise Resistenzgene gegen bol der Fermentation . verwendete 
Antibiptika. Die Problematik wird in der WO 98/21322 ausfuhrlich'diskutlert. Enwahnt 
sei, dad bei der Verwendung von Genexpresslonskonstrukten auf Basis von 
20 Plasmid-DNA das Inharente RIsiko der Verbreitung von Antlblotikaresistenzgenen. 
welches Insbesondere bei groflangelegten Schutzlmpfungen nicht vertretbar 1st,. 
. besteht. ' 

Eine andere Art. von DNA-Vektor sind kovalent geschlossene mimmalistische DNA- 
Konstnjkte, wie sie in der EP 0 914 318 B1 offenbart werden. Insbesondere deren 
25 Anwendung in Fomn von peptid-gekojapelten DNA-Konstrukten fiihrt zu einer 
Qberraschenden, qualitativ verbesserten Immunantwprt im. Verglelch zu 
unmodifizierter Plasmid-DNA (siehe auch DE 101 56 679.4 und DE 1.01 56 678.6.).; 
Neben.den Nachteilen-," die durch die bisherigen Gentransfermethoden bedingt sind, 
ist es bisher nicht gelungen, einen effektiven und sicheren Impfstoff gegen FeLV zu 
30 entwickeln. Bis heute beschrankt sich die Behandlung einer FeLV-lnfektion auf die 
Starkung der Abwehrkrafte der Tiere und die Behandlung der Begleit- und 
Sekundarinfektionen. Die vorhandenen Impfstoffe bringen die eingangs genannten 
Nebenwirkungen mit sich. 



Ausgehend . von diesem Stand der Forschung ist es Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung, einen Impfstoff zur Verfiigung zu stellen, der zu zellularer und humoraler 
Immunitat gegen ausgewahlte Antigene des FeLV in Katzen und einem Schutz vor 
Infektionen mit FeLV fuhrl und den Sicherheitsaspekt beruckslchtigt. Zusatzlich soil 
auf herkommliche Adjuvantien verzlchtet, und damit die Gefahr der 
Fibrosarkomblldung an der Injektionsstelle ausgeschlossen werden konnen. 
VVelterhln war es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Expressionskonstrukte 
bereitzustellen, die zur Expression von Antigenen des FeLV in Saugerzellen in 
messbaren IVIengen fuhren, 

Losung der Aufgabe und Vorteile der Erfindung 

Erfiniungsgemafl wird dieses Zief dsidurch enreicht, daU Katzen mit einem Gemisch . 
(Cocktail) aus synthetiscli liergestellten, kodon- und spleiB-Signal-optimierten DNA- 
Sequenzen immunisiert werden, die fur Strukturproteine. ("gag"), sowie das 
wiclitigste Membranpfotein ("env") des FeLV kodieren. 

Die Gensequenz. "gag" kodiert fiir die viralen Struklurproteine der - inneren 
Virusverpackung, die Gensequenz "fenv" fiir die viralen Hullproteine. Das Protein, 
das die Inochste Immunogenitat d6r irt der "env" Sequenz kodierten Proteine besitzt, 
ist das Glykoprotein gp70. Gegen das gp70 .werden im l<atzenorganismus 
virusneutralisierende Antikfirper gebildet Diese Antikorper stellen die erste 
Immunantwort nach dem Eindringen des Erregers in den Korper dar, die unter 
Urhstanden schon ausreichend zur UbenA^indung der Infektion sein kann. . 

Ob membranstandige oder sekretorische Proteine besser. geeignet sind,. 
virusneutralisierende Antikorper zu induzieren, wird kontrovers diskutierl. Aus 
diesem Grund wurilen zwei verschiedene fur "env" kodlerende Konstrukte 
hergestellt Da bekannt ist, daR die p15 Sequjsnz der "env" Gensequenz mindestens 
einen immunmodulatoriscli wirksamen SeqCienzabschnitt entlialt. der die 
Antikorperbildung unterdruckt (Haraguchi et aL, 1997. Journal of Leukocyte Biology, 
61, 654-666). wurde neben einem KonstrOkt kodjerend fur gp70 und pi 5 (gp85), ein ' 
weiteres hergestellt, welches nur.das gp70 enthielt und damit'zur Expression des 
sekretorischen "env" Proteins ohne Transmembranteil fuhrt. 

Eine Vakzine, die sowohl virusneutralisierende Antikorper gegen das gp70, als auch 
eine T-Zell-vermittelte Immunantwort induzieren kann. stellt demnach eine .deutllche 



Verbesserung gegeniiber den bisher erhaltllchen Impfstoffen dar und konnte 
gegebenenfalls auch zur Therapie [nfizierter Katzen eingesetzt werden. * 

Um mehr Antigen in-viv6 zu exprimieren und damit eine starkere Immunantwort 
auszulosen, die sich in einem wirksamen und dauerhaften Schutz vor der FeLV- 
Infektion zeigt. wurden die Wildtyp Sequenzen von "gag" und "env" optimiert. Unter, 
Optimierung soil die Kodon-Anpassung, auch als "Codon-Usage-Optimizatlon" 
bezeichnet, verstanden werden. * 

Jede Amlnosaure kann durch mehrere Kodons verschluss^lt werden. Die Haufigkeit, 
mit der die einzelnen Kodons wahrend der Transkription abgelesen werden, variierl 
sehr stark zwischen Viren, Bakterien und. Vertebraten. Dementsprechend varilert 
?uch die Haufigkeit der entsprechenden tRNAs in der Zelle. Virale Genome haben. 
zum Teil eine von der Wirtszelle abweichende Kodon-Nutzungsfrequenz, was 
wahrscheinlich ein Element der Expressionskontrblle der Viren ist. Durch Adaption 
der Sequenz an das wirtsspezifische Kodon-Nutzungsmustisr konnen diese viralen 
Steuermechanismen unterlaufeh sowie die Expression von Antigen erheblich 
gestelgert werden. 

Deshalb war das Zlel der Experimente, durch Umschreibung der viralen Sequerizen 
in Sequenzen, die eine fur Vertebratengenome optlmale • Kpdon-Nutzung 
reprasentleren, eihe viel . starkere Expression der Antigene zu errelchen. Dazu 
wurde eine Klonierungsstrategie entwickelt, die die Syn.these dieser optimferten 
DNA-Sequenz aus Oligonuklebtiden ermogllchte. 

Die synthetischen Sequenzqn wurden in Plasmlde inseriert, in E.coll vervielfaltigt, 
zur Kontrolle sequenziert und anschlieBend in Zellen einer Katzenzelliinie 
transfiziert, uni die Expression der kodierten Proteine zu te&ten. 

Der Nachweis der Expression der . Antigene wurde mit Hilfe vori Westernblots 
gefuhrt. 

Der Nachweis der Expression der Proteine durch die FeLV-Wildtyp Sequenzen 
(WT) von "enV und "gag" erfolgte mit Hilfe des Westernblots. Durch 
Immunprazipitation konnte "env" ebenso wie "gag" nur durch sehr schwache 
Banden nachgewiesen werden. Uberraschenderweise war dies auch fur die kodon- 
optimierten "env"-Sequenzen der Fall. Nur bei "gag" fuhrte die Kodon-Optimierung 
zu einer deutlich verbesserten Expression, wie Fig. 1 belegt. Nach Uberprufung 
zahlreicher anderer Hypothesen, die die., mangelhafte Expression der synthetischen 



Gene erklaren sollten. wurden die synthetische "env" Sequenz auf durch 
bioinformatorisch vorhergesagte SpleiBsignale (splice-sites) QberprQft'. Eine. Reihe 
der vom verwendeten Programrn vorhergesagten SpleifSsignale wurde .durch 
Punlrtmutatlon beseitigt, urn die Hypothese. zu verifizieren, dali das Auftreten 
solchef Strukturen die Expression der Gene im Zusammenhang mit dem 
verwendeten Promoter beliindere. Es gelang Oberraschendenveise ' durch diese 
IVIaUnahme, "env" im Westernblot als starke Protelnbande nachzuweisen (s. Rg. 2). 
Die erfindungsgemafien synthetischen Antigensequenzen zeigen durch die ki^ftlgen 
Banden die erfolgreiche.und verstarkte Expression der Antigene. 

Es wird generell ein, Zusammenhang zwlschen der Expressionsstarke eines 
Expressionssystems und der resultlerenden St§rke der Immunantwort yermutet, 
wenn auch zahlrelche Befunde riahelegen, dass weder eIn llnearer Zusammenhang 
bestsht, noch zwingend jede Behandlung mit Expresslonsvektoren Immunltat in der 
gewilnschten Starke nach sich zieht (Wheny et al., Joumal of Immunology 2002. 
168 pp 4455-4461). Deshalb wurden nach Vorliegen . der in-vitro- 
Expressionsergebnlsse M3use mit peptld-gekoppelten Expresslonskonstrukten 
Immunisiert, die fiir das kodonoptlmlerte und splellSslgnal-optimierte "env" kodierten. 
Dje Vorteile solcher peptidgel^oppelten Konstrukte bel der HerbeifQhmng einer 
ImtTiurtantwort slnd In den Schrlften (EP 0941 31 8B und DE 101 56 678A) 
ausfuhrlich erlSutert. Zur KlSrung der immunologlschen Bedeutung des pi 5 Proteins 
des "env" bei der Auslosung.elner Immunantwort wurden beide erfindungsgemaBe 
fur "env" kodierende Sequenzen eingesetet (Seq.lD 7, 8, sowie 9 und 10). Die Seren 
der immunisierten Mause wurde auf spezlflsche Antikorper gegen das FeL- 
Vinjsprotein "env" mittels Westernblot untersucht. Anhand der Antikorperlevel nach 
der Zweitimmunisierung in Woche 4. ist erkennbar. dass' die synthetischen 
Konstrukte auch in-vivo zu eiher starken Stimulation der AntlkSrperbllclung fQhren. 
Im .Vergleich zeigten funf von sechs M^use der Gruppe 4 elne starke 'immunantwort 
auf die erfindungsgemalie Antigensequenz, wohlngegen der WT (Gruppe 1) zum 
Auslosen einer schwachen Antikorperantwort bel nur zwei von sechs TIeren fJihrte 
(s. Fig. 3). . . 

Als DNA-EXpressionskonstrukte konnen Plasmide eingesetzt werden; bevorzugt 
werden aber ei;findungsgemali minimalistische immunblogisch definierte 
Genexpresslonskonstrukte verwendet. Dabei handeit es. sich um iineare, kovalent 



geschlossene Expressionskassetten, die lediglich aus dem CMV Promotor, einem 
Intron, der entsprechenden Gensequenz und einer Polyadenylierungssequenz 
bestehen. Diese kovalent geschlossenen minimalistische DNA-Konstrukte werden 
ira folgenden als Midge Vekloren bezeichnet (MIDGE: MiNIMALISTlG 
IMMUNOLOGICALLY DEFINED GENE EXPRESSION VECTOR); vgL EP 0 941 
•318 B1. Die Midge-Konstrukte haben den Vortell, dali mit ihnen auf Strukturen 
verzichtet werden kann. die fur deren medizinische Wirkung nicht essentlell sind, 
was die Nachteile der herkommlicheh Genfahren venneldet. 

Zur Transfektion konnen biologisclie, chemische und/oder physikalische Methoden 
' eingesetzt werden, die zum Stand der Technik gehoren, beispielsweise Transfektion 
mittels ballistischem Transfer. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung 
erfolgt die Transfektion mittels intradermaler Injektion durch Spritzen odeV 
nadelfreier Injektionsgerate. • , ' 

Weitere vortellhafte Methoden sind die biologischen Transfektionsmethoden wie der 
peptidgekoppelte Gentransfer. Hierbei beispielsweise wird ein DNA- 
Expressionkonstrukt, d&s fur mindestens die erRndungsgemafie "env" und. 
mindestens die erfindungsgemalie "gag" Sequenz des FeLV kodiert, kovalent mit 
einem Oligopeptid verbunden, welches vorzugsweisa die Kern- 
Lokalisierungssequenz (Nuclear Localization Signal = NLS) aus dem Simian Virus 
SV-40ist / 

Nach den positiven Ergebnissen Im Mausexperiment wurden Katzen . mit den 
. Expressionskonstrukten immunisiert und auf ihren Antikorperstatus untersucht. 

Weitere vbrteiihafte Ausgestaitungsformen der Erfindung ergeben sich aus den 
Unteranspruchen und der Beschreibung. Die uberraschende Wirkung des 
erfindungsgemaflen Arzneimittels (als Impfstoff zur FeLV Therapie), sowie das 
erfindungsmafie Verfahren wird anhand der. Figuren und Ausfuhrungsbeispiele 
deutlich. Dabei bedeuten: 

Midge-NLS-FeLVenvgp85(-splei(i) NLS-gekoppelter Midgevektor. kodierend fur die 

. ' ' kodon-u. spleiRsignal.optlmierte "enV-. 
Sequenz mit pi 5 (gp85) 
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Midge-NLS-FeLVenvgp70(-spieiB) NLS-gekoppelter Midgevektor kqdierend fur die 

kodon-u. splelBslgnal.optlmierte "env"- 
Sequenz ohne p15 (gp70) 

Midge-NLS-WT. NLS-gekoppelter Midgevektor kodlerend 

fur den WT des "env""Gens 

mAK gegen gp70 ' monoklonaler Antlk5rper gegen gp70 



Positiykontrolle Impfstoff Leucogen 

Puffer PBS, Negativkontrolle 

Das belgefugte Sequenzprotokoll gibt folgende Sequenzen wieder: 



Sea. ID 


SeauenznameZ-beschreibunq 


1 


DNA-Sequenz des VVildtyps des "env"-Gens 


2 


DNA-Sequenz des Wildtyps des "gag"-Gens 


3 


Proteinsequenz des Wildtypsdes "env"-Gens 


4 


Proteinsequenz des Wildtyps des "gag"-Gens 


'5 


DNA-Sequenz des kodon-optimierten "gag"-Gens 


6 • 


Proteinsequenz tfes kodon-optimierten "gag"-Gens 


7 


DNA-Sequenz des kodon -u. spleiOsignal optimlerten "env"-Gpns (gp85) 


8 


DNA-Sequenz des kodon -u. spieilislgnal bptlmierten "env"-Gens (gp70) 


9 


Proteinsequenz des kodon -u. spleifisignai optimlerten "env"-Gens (gp85) 


10 


■Proteinsequenz des kodpn -u, spleilXsignal optimlerten "env"-Gens (gp70) 



Eszeigt: 

f'fl-l- In-vltro Expresslonsvergielch des WT des "gag"-Protelns und des kodon 
optimlerten "gag"-Protelns. Aufgptrageii sind Katzenzelllysate, die zuvor mit 
folgenden Konstriikten transflzlert wurden: 

Spur 1 u. 2: fiir "gag"-WT kodierende Expresslonsvektoren 

Spur 3: fQr kodon-optimiertes "gag" kodierende Expresslonsvektoren 

Spur 4: nichtinfizierte Katzenzeiien, Negativkontrolle 

Spur 8: mit Virus Infizierte Katzenzeilen, Positlvkontrolle 

Spur 7: Boa-Proteinmarker 



Die Expression durcli den WT fuhrt zu ^ehr schwaclien Proteinbanden (1 
U.2), wohingegen eine starl<e Expression durcin die erfindungsgemaRe 
Sequenz erreicht wird (3). Zum Vergieich dienen infizierte Katzenzeilen (6). 

.2: In-vitro Expressionsvergleich des WT des "env"-Gens und der l<odon-u. 
spleiBsignaloptimierten "env"-Sequenz (gp85). Aufgetragen sind 
Katzenzelllysate, die zuvor mit folgenden Konstrul<ten transfiziert wurden: 
Spur 1 : Boa-Proteinmarl<:er 
' Spur 2: nichtinfizierte Katzenzeilen. Negativl<ontrolle . 

Spur 3: mit Virus infizierte Katzenzeilen, Positivlcontrolle 

Spur 5: mit Virus infizierte Katzenzeilen, Positivkontrolle 

Spur 6: niclitinfizierte Katzenzeilen, Negativkontrolle 

Spur 7: weitere Negativkontrolle zum spezifisclien "env* -Nachweis 
Spur 9: fur kodon-u. sp|ei(isignaloptimiertes FeLVenvgp85(-splei(i) 

kodierende Expressionsvektoren 
Spur 13: fur kodonoptimiertes FeLvenvgp70(+spleiR) kodierende 

Expressionsvektoren . . 
Spur 15: fiir "ehV-VVT kodierende Expressionsvektoren 

Der WT fuiirt. zu keiner sichtbaren Proteinbande (15). Dagegen fulnrt die 
kodonoptimierte Sequenz (13) zu einer schwachen, jedoch die kodon-u. 
spleiRsignal optimierte Sequenz des "env"-Proteins (9) zu einer starken 
Proteinbande.' 

Fiq.3: in-vivo Ergebnisse nacli Immunlsierung von Mausen. mit fur "enV-; 
kodierenden. Expressionskonstrukten. Antlkorperbestimmung erfolgte in 
Woche 4 nacli der Zweitimmunisierung. In Gruppe 3 (Immunislerung mit 
erfindungsgemafter gp85-Sequenz) sind. 3 von 6 Mauseseren 
antikorperposltiv, in Gruppe 4 (Immunisierung mit erflndungsgemaUer jgpTO- 
Sequenz) 5 Ser6n stark positiv, 1 schwach positiv, Dagegen zeigen die mit 
dem WT immunisjerten Tiere der Gruppe 5 nur in zwei Fallen sehr schwache 
positive Antikorpersignale. Der Versucli zeigt, das die optlmierten 
Sequenzen auch iri-vlvo zu einer deutlicli , verstarkten Antlkorperbildung 
gegenuber dem WT fuhren und bestatlgt die Ergebnisse der in-vitro 
. Experimente. 
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Beispiel 1: Wildtyp (WT)-Sequenzen 

Die Wildtyp-Sequenzen der ausgewahlten Antigene wurden aus dem Blut infizierter 
Katzen gewonnen. Die DNA-Sequenz fQr "env" WT ist in Seq. ID 1, fQr "gag" WT- in 
Seq. ID 2 wiedergegeben. Die entsprechenden Aminosauresequenzen in Seq. ID 3 
5 ("env") und Seq.'lD 4 ("gag"). 

Primer fur "gag" WT : 

Zur Beseitigung von zwei Eco 31 1 Schnittstellen wurden 3 PGR mit .folgenden 
Mutationsprimem durcligefuhrt: 

gag-mutl-rneu: AATTAAGAGCTGCACGTCTCCCCCCGCTAACAGCAACTGGCG 
10 gag-mut2-l: 

AATTAAGAGCTGGAGGTCTCCGGGGCTCCGCGGGGCTGCAAGACG 

gag-mut3-r: . ' 

AATTAAGAGCTCCACGTCTCCTTCCCTTTTGTTGTATATCTTTTCTGC' 
gag-mut4-l; 

15\ AATTAAGAGCTCCAGGTCTCCGGAAACCCCA(3AGGAAAGGGAAGAMG 
Nach' Ligation der drei ertialtenen Sequenzeri wurde eine PGR mit den Prifnern: 

Felvgag-i: ' . 

CGGATAAGGtACGATGGGCCAAACTATAACTACC 
Felvgag-r: x. ' 

20 TTCTCAGAGCTCTTAGAGGAGAGTGGAGTTGGCGGGT 
durchgefulirt. 
Primer fur "env" WT : 

ehvl : CGGATAAGGTACCATGGCCAATCCTAQTCCACC \ 
envr : AGTTCTCAGAGCTCTTAGGCTGTTTCAAGGAGGGCTT 

25 Beispiel 2: Kodonoptimierung 

Aus der Codon. Usage Database (http://www,l<azusa,or,iD/codon/) wurde die Kodon 
Benutzungstabelle fiir Katzen herausgesucfit. Fur Jede Aminosaure der zwei WT- 
Sequenzen wurde das Kodon, das am haufigsten fOr diese Aminosaure kbdiefrt, 
verwendet Dabei gab es folgende Einschrankungen: • 
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. Wenn eine Aminosaure mehr als 3mal hacheinander folgte, wurde ab der vierten 
Aminosaure das zweithaufigste Kodon verwendet. Dadurch sollte die plotzliche 
extreme Abnahme der tRNA vermieden werden und die Effektivitat der Translation 
gesichert werden. 

5 . Um unkontrollierte * immunstimulatorlsche Effekte auszuschlieden, Wurden 
Sequenzen mit einem Cund einehi darauf folgenden G vermieden. 

Zur Vermeidung von Sclinittstellen von Eco 311. Kpnl und Sad wurden alle 
Sequenzen der Basenfolge GAGCTC, eGTACC, GGTCTC und GAGACC durch 
Walil alternativer, ebenfalls hauflg benutzter, Kodons entfernt. . 

10 Beispiel 3: Klonierung von FeLVenv 

< ■ . . » 

Die Oiigonukleotide wurde mit einer Lange. zwisclnen 18 und 28 Basen bestellt 

(Tipl\/lolbioi). Insgesamt wurden 51 Oiigonukleotide durch Annealing und Ligation 

miteinander verbunden. Der Oberhang betrug 4 Basen. Es wurde darauf geachtet, 

dad die Oberhange nur einmal vorkamen und nicht paiindronfiisch waren. Jedes 

15 einzelne Oligonukieotid wurde mit Strang und Gegenstrang hybridisiert, indem die 
beiden einzeinen Oiigonukleotide (Strand und Gegenstrang) mit Kinasepuffer 
versetzt auf ca, 80**C eriiltzt wurden und dann langsam auf Raumfernperatur 
abgekuhit wurden. Danach vyurde ATP und Polynukleotidkinase (PNK) zugegeben 
und die Oiigonukleotide wurden fur eine Stunde phosphoryliert. Danaqh wurden im 

20 ersten Schritt jeweils benachbarte Oiigonukleotide zusammengegeben und ligiert 
' (Oligonukieotid 1+2, Oligonukieotid 3+4). Nach 1 h Ligation wurde ein Aliquot von 
dem Ligationansatz der Oiigonukleotide . 1+2 und ein Aliquot vom Ligatlonsansatz 
3+4 genommen und zusammengegeben. &n Aliquot des l^tzten Ligattonansatzes 
. wurde genommen und eine PGR mit flankierenden Primern durcligefQhrt. Entstand 

25 ein PGR mit der richtigen erwarteten Lange, wurde es mit TA-Cloning in den TOPO 
Vektor pCR 2.1 zwischenkloniert und die Seq'uenz kontroiliert. Dies erfolgtd analog 
fur die anderen Fragmente des kompletten Gens. 4 Fragmente wurden erhalten. Die 
einzeinen Fragmente wurden aus dem zwischenklonierten Plasmid mit Eco Rl 
ausgeschnitten und dann nach Verdau mit Eco 311 mit Ligase ligiert. Das gesamte 

30 Ligatlonsprodukt ricfitiger Lange wurde mit Bam HI und Sac I verdaut und in den 
ebenso gesclinittenen Vektor nach Gelextraktion in pIVICVI .4 kloniert. Anschlieliend 
wurde die Sequenz durch Sequenzierling kontroiliert. Das entstandene Plasmid 
wurde pMCV1.4-FeLVenvgenarint. 1 
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Primer fiir die- 4 zusarinmehgesetzten Fragmente: 
Fragment 1: 

linker Primer ATATTGGATCCCATGGCCAACCCCTCCC 

rechter Primer: ATTATGGTCTCCTGCTGCTTCTTCCTGTCTGTGG 

Fragment 2: 

linl<er Primer: TAATAGGTCTCCAGCAGCAGACCTACCCCT 
rechter Primer: TAATAGGTCTCTGTGAACAGGGCAATGGGGTCA 

Fragment 3: 

linker Primer: TATTTGGTCTCTTCACAGTGTCCAGGCAGGTGTC 
recliter Primer: TATtAGGTCTCAGCTTGTGCTGGGGGGTGG 
Fragment 4: 

linker Primer: AATAAGGTCTCCAAGCTGACCATCTCTGAGGTGT 
rechter Primer ATTAAGAGCTCTCAGGCTGTTTCCAGC 
gesamte Sequenz: 

linker Primer: ATATTGGATCCCATGGCCAACCCCTCCC 
rechter Primer ATTAAGAGCTCTCAGGCTGTTTCCAGC 

Beispiel 4: Klonierungsstrategie fur LeadFeLVenv 

Zur erfdigreichen Prozessierung des "env*' Proteins wurde. eine Signalsequenz 
(Leader Sequenz) vor die kodonoptimierte "ehv" Sequenz kloniert: DIese 
Signalsequenz wurde aus Insgesamt 8 ODN, niit einer Lange zwischen 22-30 bp, 
durch Annealing und Ligatioh hergestfellt. Aus dem letzten Ligatlonsschrltt wurde 
eine PCR zur Ampliflzierung der Leadersequenz durchgefuhrt. 

Primer fur die gesamte Signalsequenz: 

linker PrimeriATTGCCGGTACCATGGAGTCCCCCACCCACC , 

rechter PrimenATCAGAGGTCTCCCATGCCAATGTCAATGGTGAAC 

Am 3'-Ende des PCR-Produktes wurde eine Eco31l Erkennuhgssequenz generiert,, 
die nach Verdau einen Oberhang erzeugt, der revers komplementar zu dem am 5'- 
Ende.nach gleichem Verdau erzeugten Oberhang des folgenden PCR-Produktes 1st. 
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PCR fur FeLVenv: 

babel wurde am 5*-Ende der Sequenz eine Eco31 1 Erkennungssequenz generiert. 
Verwendete Primer: 

linker Prlmer:GATCTGGGTCT.CCATGGCCAACCCCTC 

5 rechterPrimerATTAAGAGCTCTCAGGCTGTTTCCAGC 

Nach Verdau der beiden PCR-Produkte mit Eco31t vvurden diese gerelnigt und 
miteinander ligiert. Das Ligationsprodukt wurde* in eine PCR eingesetzt, be! der eine 
Erkennungssequenz fur KphI am S'-Ende sowie eine fur Sac! am 3'-Ende generiert 
wurden. 

10 Verwendete Primer: 

linker Primer ATTGCCGiGTACCATGGAGTCCCCCACCCACC 
rechter Primer; ATTAAGAGCTCTCAGGCTGtTTCCAGC 

Das PCR-Produkt wurde mit Kpnl und Sac! verdaut und in den @benso 
geschriittenen Veklor pMCV1.4 klonlert. . Das. ehtstandende Plasmid wurde 
15 pMCV1.4-LeadFeLVenvgenannt 

Beispiel 5: Klonlerungsstrategie fur LeadFeLVenvgp85 

Es wurde das gesamte "env'' Polyprotein bestehend aus gp70 und p15 kloniert. 
Dazu wurde mittels PCR aus dem Plasmid pMCV1.4-FeLVenvp15 die p15 WT 
Sequenz amplifiziert und hinter.die Sequenz des o.a. pMCV1.4-LeadFeLVenv 
20 kloniert. 

Bel der Amplifizierung des p15 wurde am 5*-Ende eine EcoSI I Erkennungssequenz 
generiert. . . 

1. PCR: V 

Verwendete Primer: 

25 linker Primer: AATTATGGTCTCGCAGTTCAGACAACTACAAATGGC 
rechter Primer: AATTATGAGCTCTCAQGGCCtGTCAGGGTC 
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2PCR:. 

Die Sequenz von LeadFeLVenv wurde amplifiziert. Dabei.wurde am 3'-Ende eine 
Eco31 lErkennungssequenz generiert. 

Verwendete Primer: 

5 linker Primen AATTATGGTACCATGGAGTCCCCCACCC 

rechter Primer: TATAATGGTCTCAACTGGGCTGTTTCCAGCAGGGC 

Nach Verdau der beiden PCR-Produkte mit Eco31l wurden diese miteinander ligiert. 
Das Ligationsprodukt wurde in eine PQR mit folgenden Primern eingesetzfe 

linlter Primpn AATTATGGTACCATGGAGTCCCCCACCC 

10, rechter Primer: AATTATGAGCTCTCAGGGCCTGTCAGGGTC 

Dabei Wurde am 5'-Ende eine Kpnl Erkehnungssequenz, am 3'-Ende eirie Sad 
Erkennungssequenz generiert. Nach Verdau des PCR-Prpduktes mit.Kpnl und Sad 
wurde dieses in den ebenso geschnittenen pMCV1 .4 ligiert und kipniert. Das . 
entstandende Plasmid wurde pMCV1 A — LeadFeLVenvgp85 genannt. 

15 Beispiel .6: Spleift-Signal Optimlerung des Leadi^eLVenvgp85 (-spleiB): 

Die DNA-Sequenz des LeadFeLVenv wurde 'unter 

littD://www.fruitfiv.ora/sea tobls/sDilce.html aiif mogHche SpleiB-Si'gnalsequenzeh 
(splice-sites) uberpriift. Zwischen den Basen 100 und" 140 wurcle eine splice-site mit 
einer 97% Wahrscheihiichkeit erkannt. Nach Austausch der Base 119 (von A nach 
20 G = AS-Austausch von Gin nach Arg) wurde keine potentielle splice-site mehr. 
erkannt (untere Grenze = 40% Wahrscheinlichkeit). Die Erzeugung uiid Klonierung 
der mutierten Sequenz wurden foigendermaBen durchgefQhrt: ' , 

PGR zur Erzeugung der mutierten Sequenz: 

Zunachst' wurde mittels PGR ein Fragment (1), bestehend aus den Basen 1-123 
25 des LeadsynFeLVenv amplifiziert. Der venA^endete vorwarts-Primer generiert am 5'- 
Ende des PGR-Produktes die Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Kpnl. 

Die Sequenz des ruckwarts-Primer wurde so gewahlt, dali das PGR-Produkt die 
Mutation (Base 119=G) aufweist Zusatzlich generiert die PGR die \ 
Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms Eco31l-Site am 3'-Ende des PGR- 
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Produktes. Grundsatzlich erzeugt Eco31l einen 4 Basen 5^-Uberhang der Basen 2-5 
downstream der Erkennungssequenz. 

Der 4 Basen 5^-Uberhang, der nach Verdau des PCR-Produktes mit Eco31 1 am 3'- 
Ende des Fragment 1 entsteht, entspricht den Basen 120 - 123 der Sequenz des 
LeadFeLVenv. Diese Sequenz wiederum entspricht dem Uberhang, der auch 
entsteht, wenn LeadFeLVenv mit dem Restriktlonsenzym BgLII geschnitten wird, da 
die Basen 119. - 124 des LeadFeLVenv die Erkennungssequenz von BgLII 
darstellen. ' . • 

Aus "dem Konstrukt pMCV1.4-LeadFeLVenv wird somit zunachst mittete. Kpnl und 
BgLII die Basen 1 -123 ausgeschnitten. 

Nach Verdau des PCR-Produktes Fragment 1 (mit Mutation der Base 119 = G) mit 
Kpnl und. Eco31l kann dieses iri den mit Kpnl und BgLII geschnittenen und 
gereinigten pMCyi.4-LeadFeLVenv ligiert und.kloniert werden. Das entstandene 
Plasmid wurde pMCVI .4-FeLVenvgp70 (-spleiB) genannt 

venwendete Primer: 

linker Primer: 5>ATTGCCGGTAGCATiGGAGTCCCCCACCCACC 

rechter Primer: 5^-ATATTAGGTCTCAGATCCGGGGGQGGGAGGG 

Analog dazu wurde das PCR-Produkt Fragment 1 in den mit Kpnl und BgLII 
geschnittenen und gereinigten pMCV1.4-LeadFeLVenvgp85(-spleill) ligiert und 
kloniert. Das entstandene Plasmid wurde pMGV1,4-FeLVenvgp85(-splelR) genannt. 

Beisp!ei 7 Klonierungsstrategie fur FeLVgag: 

Die Klonierung von FeLVgag erfolgte entsprechend der unter 3 beschriebenen 
Vorgehensweise: Die Sequenz wurde uber Qligonukieotide, die zunachst zu drei 
einzelnen Fragmenten annealt und ligiert wurden, hergestellt. Die Sequenz .wurde 
aus Insgesamt 2 x 31 Oligonukleotiden (VonA/arts- Und Ruckwartsstrang) 
zusammengesetzt. Die Fragmente wurden als Template in eine PGR eingesetzt und 
mit folgenden Primem anipliflziert: 

Fragment 1 : 

linker Primer: ATATTGGTGTCAGGAGAGGGACAAGAAGAG 
rechter Primer AATATGGTCTCTCAGCCTGGTGGCGATGGGGC 
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Fragment 2: 

linker Primer: ATTATGGTCTCTGCACCTGAGGCTGTACAGGC 
recfiter Primer AATATGGTCTCGGTGCTCCCTGQCGGCGGGGGTGCA 
Fragments: 

5 linker Primer: ATTATGGTCTGTGCACCTGAGGCTGTACAGGG 
rechter Primer: AATATGGTCTCTCTCCTCCTG.CGTCTGG . 
Primer fur das gesaimte Fragment: 

linker Primer: ATATTGGTCTCAGGAGAGGGACAAGAAGAG 

recliter Primer: AATATGGTCTCTCTCCTCCTGCCTCTGC 

10 Fragment 1, 2 und 3 wurden in den TOPO-Vektor pCR 2.1. zwischenkloniert; 
anschliedend mit Eco 311 verdaut und extraliiert. Das Ligationsprodukt aus 1, 2 und 
3 wurde mit Kpnl und Sac! verdaut und in pMCV 1.4 kloniert. Das entstandene 
Plasmid wurde pCMV1.4-FeLVgag geriannt. 

Beispiel 7 Transfektion der Zellen, Expressionsnachweis: 

15 Feline Zellen der f3201 Zellinie wurden mit den Plasmiden, pMCV1.4^ . 
FeLVenvgp85(-:spleili), pMCV1.4-FeLVenvgp70(-spleifL), FeLVgag und den WT 
enthaitenen Plasmiden pMOK fur "env" urtd "gag" mittels Elektroporation bei 250 V 
und 1050|iFtransfiziert. 

■ Der Nachweis der exprimierten . Proteine wurde mit der Western Blot Methode 
20 gefuhrt. Fiir den Nachweis dienten monoklonale Mausantlkorper. Positiv-Kontrolle: 
mit FeLV A infizierte Zellen der f3201. Zelllinie. 

Beispiel 8 Hersteilung von peptidgel^oppelten Midge: 

Die Plasmide pMCV1.4-FeLVenvgp85(-spleifl). pMCVI .4-FeLVenvgp70(-splei(l) 
und pMCVI .4-FeLVgag wurden mit dem Restriktionsenzym Eco31l uber Nacht bei. 

25 37^*6 vollstandig verdaut. Durch den Restriktionsverdau wurden zwei DNA- 
Fragmente erzeugt. Das eine bestand aus dem Kanamycin-Resistenzgen, sowie 
anderen zu Propagierung des Plasmldes in Bakterien notwendigen Sequenzen. Das 
andere Fragment bestand aus den Sequenzen die Bestahdteil der Midge-DNA 
werden sollten: enhanced CMV-Promotor, chimares Intron, der entsprechenden 

30 Gensequenz und der Polyadenyllerungssequenz aus SV 40. Mittels des Enzymes 
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T4-bNA-Ligase wurden die 5' phosphorylierten haamadelformigen 
Oligodesoxynuklejotlde (TIBMolBlol, Berlin) 5' -PH- GGGAGTCCAGT xT 
TTCTGGAC -3' und 5' PH- AGG GGT CCA GTT TTC TGG AC-3' in Anwesenlieit 
des Restriktlorisenzymes Eco31 I uber Nacht bei 37°C an das die Midge-DNA 
5 bildende DNA Fragment ligiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C 
gestoppt. Das resultierende Gemisch an Nukleinsauren wurde, mit denn Enzym T7- 
DNA-Polymerase > behandelt. Die Midge-DNA wurde durch 
■ Anionenaustauschchromatojgraphie aufgereinigt und mit Isopropanol gefallt (vgL.EP 
. 0 941 318 B1) 

10' Herstellung der peptid-gekoppelten ODN: 

das NLS-Peptid PKKKRKV wurde in zwei Schritten an die ODN gekoppelt .Zuer^ 
wurde das modifizierte Oiigonukleotid 5 -PH-d(GGGAGTCCAGT xT TTCTGGAC, ^ 
wobei xT amminomodifizierte Thyminbase mit Ca - Amminolinker bezeichriet) 
(0,1 mM) mit sulfo-KMUS (5mM) in PBS bei Raumtemperatur (RT) aktiviert. Nach 

15 120 min. wurde die R(3aktion nriit 50 mM Tris-(HydroxymethyI)-Aminomethane 
gestoppt und das aktivierte ODN nach Ethanolprazipation (300mM NaOAc pH 5.2, 
5.5 mM MgCla. 70 % Ethanol), Zentrifugation und einmaligem Waschen mit 70% 
Ethanol erhalten. Das so erhaltene ODN (0,1 mM) wurde in PBS gelost und reagierte 
mit dem Peptid (0,2mM) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde 

20 durch Geiektrophorese (3%) und Ethidlumbromidfarbung uberpruft. Das 
entstandene NLS-gekoppelte ODN wurde durch HPLC aufgereinigt und zur 
Synthese der Midge-NLS Kpnstrukte wie zuvor beschrieben eingesetzt. 

. Beispiel.9: Antikorperfest in Mausen: 

Es wurden funf Impfgruppen zu Je sechs BALB/c Maiisen gebildet. Grundantigen in 
25 alien Gruppen (mit Ausnahme der Kontrollgruppen) waren die optimierten 

Sequenzen des "env" Proteins mit und ohne immunomodulierendem. Protein pi 5. 

"Die .kodlerende Sequenz. uncJ der . Zytomegaio-Virus Promotor (CMV), der der ^ 

Sequenz vorangesteiit ist, werden als Hneare Doppelstrangmolekule entsprechend 

Bsp.8 verwendet. Als Kontroilen dienten PBS Puffer, herkommlicher impfstoff 
30 (Leucogen) und der WT des "env" Proteins. Nach der Erstlmmunisierung (50 \ig 

DNA, Img/ml, i.d.) erfolgte eine Zweitimmunisierung (Boost) am 15. Tag. 

Biutentnahmen erfoigten am 14... 28. Und 42. Tag. Die Biutproben wurden auf 

spezifische Antikorper gegen "env" getestet. 
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Gr. 


Mause 


Verwendetes Antigen 


FrageStellung 


1 


6 


Leucogen 


Positivkontrolle 


2 


6 


PBS-Puffer 


Negativkontrolle 


3 . 


6 


FeLVenvgpSSC-spleiBi) 


Antikorper bestimmen 


4 


6 


FeLVenvgp70(-splei(l) 


Antikorper bestimmen 

» 


5 


6 


WT "env" 


Positivkontrolle 



Beispiei 10: Immunisierung yon Katzen 

Zum Testen, ob die synthetischen Sequenzen In der Lags sind, in Katzen sine 
humorale und zellulare Immunantwort iiervorzurufen, wurde folgendes Impfregime 
5 formuliert: 

Tabelle 1 : Zusammensetzung der Itjipfgruppen 



Gr. 


Katzen 


Verwendetes Antigen 


Fragestellung 


1 


5 


FeLVenvgp85(-spIeiB) 
FeLVgag 


Antikprper-u. Zytokinstatus bestimmen • 


2 


5- 


FeLYenvgp70(-spleilS) 
FeLVgag 


Antikorper-u. Zytokinstatus bestimmen, 
Vergleich zu Gruppe 1 


3 . 


2 


PBS Puffer 


Negativkontrolle 


4 


3 


Leucogen 


Positivkontrolle 



Die Katzen der ersten beiden Gruppen werden zweimal mit einer Gesamtmenge 
von jeweils 600ng DNA gelost in PBS Puffer imrnunisiert. Die peptidgel<oppelten 

10 Expressionskonstrul<te werden per intradermaier injektion in den Nacl<en 
verabreicht. Die Immunantwort wird uber die Dauer von 12 Woclien verfolgt. Die 
Zweitimmunisierung erfolgt in Woclie 4: Durch Bestlmmung des Zytol<instatus aus 
den wochentlich genommenen Blutproben, sollen Aussagen uber die Riclitung der 
Immunantwort (Thi, Tli2) getroffen werden. Dabei wurde IL-4 als lndil<ator einer 

15 TH2; IL-2 und Interferbn-gamma ais Indikator einer vonwiegend THI gericliteten 
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Immunantwort (Th1, Th2).getroffen werden. Dabei wurde IL-4 als Indikator einer 
TH2; IL-2 und Interferon-gamma als Indikator einer vorwiegend TH1 gerichteten 
Immunantwort bestimmt. Der Impfstoff Leucogen enthalt rekombinantes "env" 
Protein.und wird als Positivkontrolle eingesetzt. • 

5 Antikorper gegen die eingesetzten Antigene wurden mittels Westernblot und ELISA- 
Verfahren bestimmt. 

Die [\/lenge der mRNA der Zytokine IL-2, IL-4 sbwie Interferon-gamma wurde mittels 
real-time PGR Yerfahren bestimmt 
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Patentanspruche 

1 . DNA-Expressiqnskonstrukt zur Expression yon Genproclukten des Felinen 
Leukosevirus (FeLV) in F^atzenzeilen, besteliend aus einer in Felid^n 
operablen Promotorsequenz und mindestens einer ein Strukturprbtein 
und/oder ein Membranprotein des FeLV kodierenden Nukleptidsequenz, wo- 
bei die kodierende Sequenz des FeLV kodonoptimiert ist und keine offenen 
Oder versteckten Splice-Donor uhd/oder Akzeptorsequenzen aufweist. 

2. DNA-Expressionskonstrukt nach Anspruch 1, wobej das Expressionskon- 
strukt die fur das gag-Strukturprotein kodierende kodonoptimjerte Nukleo-' 
tidsequenz enthalt (S,eq.lD 5). 

3. DNA-Expressionskonstrukt nacfi Anspruch 1, wobei das Expresslonskon- 
strukt die fur das eny-gp70-Membranprotein kodierende kodon-u. splelBsi- 
gnal optimierte Nukleotidsequenz enthalt (Seq.lD 8). 

4. DNA-Expressionskohstrukt nach Anspruch 1, wobei das Expresslonskon- 
strukl die fCir das env-gp70-Membranprotein kodierende kodon-u. spleiBsi- 
gnal optimierte Nukleotidsequenz enthalt,. die urn die fur das immunogene 
Protein p15 kodierende Niikleotidsequenz verlangert ist ( Seq.lD 7). 

5. DNA-Expressionskonstrukt nach einem Oder mehreren der vorhergehenden 
Anspriiche, \yobei die Struktur- und/oder Membranproteine ganz oder teil^ 
welse durch die entsprechenden Niikleotidsequenzeh kodlert werden. 

6. DNA-Expressiohskonstnjkt ngch wenigstens einem der AnsprucHe 1 bis 5, 
wobei das Expressionskonstrukt ein Plasmld (st 

7. DNA-Expressionskonstrukt nach wenigstens einem der AnsprQche 1 bis 5, 
wobei die. immunislerenden Polynukleotidsequenzen als Expressionskon- 
strukte yorllegen, die aus kovalent geschlossenen linearen Desoxyribonu- 
klelnsauremolekulen bestehen, welche einen linearen Doppelstrangbereich 



23. . 

aufweisen und wobei die doppelstrangbildenden Einzelstrange durch kurze 
einzelstrangige Schlaufen aus Despxyribonukleinsaurenukleotiden verknuptt 
sind, und wobei die doppelstrangbildenden Einzelstrange nur aus der kodie- 
renden Sequenz unter Kontrolle eines irn zu.impfenden Tier operablen Pro- 
motors und einer T^rminatorsequenz besteht. 

8. DNA-Expressionskonsfriikt nach wenigstens einem der vorhergehenden An- 
spruche. wobei das Expressionskonstrukt mit einem oder mehreren Peptiden 
kovalent verknupft ist. . 

9. ' DNA-Expression^konstrukt nach Ansprucfi 8, wobei das Peptid aus 3 bis 30 
. Aminosauren bestefit, von denen mindestens die Halfte basische Aminosau- 

ren aus der Gruppe Argihin und Lysin kommen. 

10. DNA-Expressionskonstrukt nach Ansprucfi 9, wobei das Peptid die Ami- 
nosauresequenz PKKKRKV (Polin-Lysin-Lysiri-Lysin-Arginin-Lysin-Valin) 
aufweist 

1 1 . Arzneimittel, insbesondere eine Vakzine, zur Erzeugung einer praventiven 
und/oder tlierapeutischen Immunitat bei Felideh, Insbesondere der Katze, 
enthaltend das DNA-Expressionskonstrukt nacli den Anspruchen 1 bis 10. 
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geq.lD: 1 DNA-Sequenz des WT „env" 



ATGGCCAATCCTAGTCCACCCCAAATATATAATGTAACTTGGGTAATAACCAATGTACAA 

ACTAACACGCAAGCTAAGGCCACCTCTATGTTAGGAACCTTAAGCGATGCCTACCCTACC 

CTACATGTTGACTTATGTGACCTAGTGGGAGACACCTGGGAACCTATAGTCCTAAACCCA 

ACCAATGTAAAACACGGQGCAGGTTA GTCCT CCTGAAAATATGGATGTAAAACTACAGAT 

AGAAAAAAACAGCAACAGACATACCCCTTTTACGTCTGCC CCGG ACATGCCCCGTCGTTG 

GGGCCAAAGGGAACACAfTGTGGAGGGGCACAAGATG(3GTTTTGTGGCGCATGGGGATGT 

GAGACCAGCGGAGAAGCTTGGTGGAAGCCCACCTCCTCATGGGACTATA TCAC AGtAAAA 

AGAGGGAGTAGTCAGGACAATAGCTGTGAGGGAAAATGCAACCCCCTGGTTTTGCAGTTC ' 

ACCCAGAAGGGAAGACAAGCCTCTTGGGACGGACCTAAGATGTGGGGATTGCGACTATAC 

CGTACAGGATATGACCCTATCGCTTTATTCACGGTGTCCCGGCAGGTATCAACCATTACG 

ccgcctcaggcaatgggaccaaacctagtcttacctgatcaaaaagccccatcccgacaa 
tctcaaacagggtccaaagtggcgacccagaggccccaaacgaatgaaagcgccccaagg 
tctgttgcccccaccaccatgi3gtcccaaacggattgggaccisgagataggttaataaat 
ttagtacaagggacatacctagccttaaatgcgaccgaccccaagaaaactaaagactgt 

TGGCTCTGCCTGGTTTCTCGACCACCGTATTACGAAGGGATTGGAATCtTAGGTAACTAC 

AGGAACCAAACAAACCCCCCGCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAACACAAACTAACTATA 

TCTGAAQTATCAGGGCAAGGAATGTGCATAGGGACTGTTCCTAAAACCCACCAGGCTTTG 

TGCAATAAGACACAACAGGGACATACAGGGGCGCACTATCTAGCCGCCCCCAACGGGACC 

TATTGGGCCTGTAACACTGGACTGACCCCATGCATTTCCATGGCGGTGGTCAATTGGACC 

tCTGAI I I I IGTGTGTTAAtCGAATTATGGCCCAGAGTGACTTACCATCAAGCCGAATAT 

GTGTAGACACATTTTGCCAAAGCTGTCAGGTTCCGAAGAGAACCAATATCACTAACGGTT 

GCCGTTATGTTGGGAGGACTTACTfiTAGGGGGGATAGCGGCGGGGGTGGGAACAGGGACT 

AAAGCCCTCCTTGAAACAGGCTAA 



Seq.iD : 2 DNA-Sequenz des WT „gag" . 



ATGGGCCAAACTATAACTAGCCCCTTGAGCCTCACCCTCAACCACTGGTCTGAGGTTCAG 

GCACGGGCCCGTAATCAGGGTGTCGAAGTCCGGAAAAAGAAATGGATTACACTGTGTGAA 

GCCGAATGGGTAATGATGAATGTAGGTTGGCCCCGAGAAGGAACTTTCACCATTGACAAT 

ATTTCACAGGTCGAGGAGAGAATCTTCGCCCCGGGGCCATATGGACACCCAGATCAAATC 

CCTTATATTACCACGTGGAGATCCCTAGCCACAGACCCCCCTCCATGGGTTCGCCCATTC 

CTACCCCCTCCTAAGCATCCCAGGACAGATCCTCCCGAGCCTCTTTCGCCGCAACCTCTT 

GCGCCGCAACCCTCTTCCCCCCACCCCGTCCTCTACCCCGTTCTCCCCAAACCAGACCCC 

CCCAAGGCGCCTGTATTACCACCCAATCdTTCTTCGCCTTTAATTGATCTCTTAACAGAA, 

GAGCCACCTCGCTATCCTGGGGGTCACGGGCCAACACCGCCGTCAGGCCCTAGAACCCCA 

ACTGCCTGCCCGATTGCCATCCGGCTGCGAGAACGACGAGAAAATCCAGCTGAGAAATCT 

CAAGGGGTGGGGTTAAGGGAAGAGGGAAAGAAGAGAGGGGAGTAGTGGCGATTGtGGGCG 

TCTGACCTGTACAATTGGAAATTGCATAACCCGCGTTTCTGCCAGGACCCAGTGGGCCTA 

AGTAAGGTAATTGAGTCCATTTTAGTGACACATCAGGGAACGTGaGACGAGTGGGAACAG 

CTCTTAGAGGGTGTGGTGAGGGGAGAGGAGAGAGAAAGGGTGGTGGTTGAAGGCCGAAAG 

GAAGTTGCAGGGGAGGAGGGAGGGGGAAGGCAGGTGGGGAATGTGGTtGACGAGGGTTTG 

GGGTTGAGGGGTGGGAAGTGGGATTTTTGTAGGCGGGGAGGTAGGGAGGAGGTAGGGGTT 

TATGGGGAGTTGGJGTTAGGGGGGGTGGGGGGGGGTGGAAGAGGGGGGAGTAATTTGGGA 

CAGGTAAAGGAAGTTGTAGAAGGGAAAGAGGAAAGGGGAGGGTGATTGTTAGAAAGATTA , 

AAAGAGGCTTAGAGAATGTATAGTGGGTATGAGGGTGAGGAGGGAGGGGAGGGTGCTAGT 

GTTATGGTGTCGTTTATCTACGAGTGTAGGGGGGAGATAAGAAATAAGTTAGAAAGGGTA 

GAAGGGGTACAGGGGTTGACAGTGTGTGATTTGGTAAAAGAGGGAGAAAAGATATAGAAG 

AAAAGGGAAACGCGAGAGGAAAGGGAAGAAAGATTATGGGAGGGGGAGGAAGAAAGAGAt 

AAAAAGGGGCATAAGGAGATGAGTAAAGTTGTGGGCAGAGTAGTTGGTGAGAATAGAGAT 

AAGGATAGAGGGGAAAGTAAAGTGGGAGATGAAAGGAAAATAGGTGTGGGGAAAGACGAG 

TGTGGGTATTGGAAGGAAAAGGGAGATTGGGTTCGCGATTGGGCGAAACGACCCCGGAAG 

AAAGGGGGGAAGTCGAGTGTCCTCTAA 



Seq. ID : 3 Proteinsequenz des WT „env" 



MANPSPPQIYNVTWVITNVQTNTQANATSMLGTLTDAYPTLHVDLCDLVGDTWEPIVLNP 
TNVKHGARYSSSKYGCKTTDRKKQQQTYPPrVCPGHAPSLGPKGTHCGGAQDGFCAAWGC 
ETTGEAWWKPTSSWDYITVKRGSSQDNSCEGKCNPLVLQFTQKGRQASWDGPKMWGLRLY 
RTGYDPIALFTVSRQVSTiTPPQAMGPNLVLPDQKPPSRQSQTGSKVATQRPQTNESAPR 
SVAPTTMGPKRIGTGDRLINLVQGTYLALNATDPNKTKDCWLCLVSRPPYYEGIAILGNY 
SNQTNPPPSCLSTPQHKLTISEVSGQGMCIGTVPKTHQALCNKTQQGHTGAHYLAAPNGT 
YWACNTGLTPCISMAVLNWrSDFCVLIELWPRVTYHQPEYNATHFAKAVRFRREPISLTV . 
ALMLGGLTVGGIAAGVGTGTKALLETA " . 



Seq. ID : 4 Proteinsequenz des WT „gag" 



MGQTITTPLSLTLNHWSEVQARARNQGVEVRKKKWITLCEAEWVMMNVGWPREGTFTIDN 

ISQVEERIFAPGPYGHPDQIPYITTWRSLATDPPPWVRPFLPPPKHPRTDPPEPLSPQPL 

APQPSSPHPVLYPVLPKPDPPKAPVLPPNPSSPLIDLLTEEPPPYPGGHGPTPPSGPRTP 

TASPIAIRLRERRENPAEKSQALPLREDPNNRPQYWPFSASDLYNWKLHNPPFSQDPVAL 

TNLIESILVTHQPTWDDCQQLLQALLTAEERQRVLLEARKQVPGEDGRPTQLPNWDEAF" 

PLTRPNWDFCTPAGREHLRLYRQLLLAGLRGAARRPTNLAQVKQWQGKEETPASFLERL 

KEAYRMYTPYDPEDPGQAASVILSFIYQSSPDIRNKLQRLEGLQGFTLSDLLKEAEKIYN 

KRETPEEREERLWQRQEERDKKRHKEMTKVLATWAQNRbKDRGESKLGDQRKIPLGKDQ 

CAYCKEKGHWVRDCPKRPRKKPANSTLL * 



Seq ID: 5 DNA-Sequenz des FeLVgag . 



atgggccagaccatcaccacccccctgagcctgaccctgaaccactgqagcgaggtgcag 

ggcagggccaggaaecagggcgtggaggtgaggaagaagaagtggatcaccctgtgcgag 

gcggagtgggtgatgatgaacgtgggctggcccagggagggcaccttcaccatcgacaac 

atcagccaggtggaggagaggatcttcgccccc'ggcccgtacgggcaccccgaccagatc 

ccctacatcaccacctggaggagcctggccaccgacgcccccccctgggtgaggcccttc 

ctgccccccCccaaggaccccaggaccgagccccgcgagcccctgagcccccAgcccctg 

gccccccagcccagcgccccccccatcagcagcctgtaccccgtgctggccaagcccgac 

CCCCCCAAGGCCCCCGTGCTGCCCCCCAACCCCAGCAGCCCCCTGATCGACCTGCTGACC 
GAGGAGCCCCCCCCCTACCCCGGCGGCGACGGCCCCACCGCCCCpAGGGGCCCCAGGACC 
CCCACCGCCAGCCGCATCGCCAGCAGGCTGAGGGAGAGGAGGGAGAACCCCGCCGAGAAG 
AGCCAGGCGGTGGCCCTGAGGGAGGACCCCAACAACAGGCCCGAGTACTGGCCCTTCAGC 
GCCAGCGACCTGTACAACTGGAAGGTGCACAACCCCCCCTTCAGGCAGGACCCCGTGGCC 
CTGACCAACCTGATCGAGAGCATCCTGGTGACCCACCAGCCCACCTGGGACGACTGCCAG 
CAGCTGCTGCAGGCCCTGCTGACCGCCGAGGAGAGGGAGAGGGTGCTGCTGGAGGCCAGG 
AAGCAGGTGCCCGGCGAGGACGGCAGGCCCACCCAGCTGCCCAACGTGGTGGACGAGGCC 
TTCCCCCTGACCAGGCCCAACTGGGACTTCTGCACCCCCGCC,GGCAGGGAGCACCTGAGG 
CTGTACAGGCAGCTG'GTGCTGGCCGGCCTGAGGGGCGCCGCCAGGAGGCCCAGCAACCTG 
GCCCAGGTGAAGCAGGTGGTGCAGGGCAAGGAGGAGACACCCGCCAGCTTCCTGGAGAGG 
CTGAAGGAGGCCTACAGGATGTACACCCCCTACGACCCCGAGGACCeCGGCCAGGCCACC 
AGCGTGATCCTGAGCTTCATCTACCAGAGCAGCCCCGACATCAGGAACAAGCTGCAGAGG 
CTGGAGGGCCTGCAGGGCTTCACCCtGAGCGACCTGCTGAAGGAGGCCGAGAAGATCTAC 
AACAAGAGGGAGACACCCGAGGAGAGGGAGGAGAGGCTGTGGCAGAGGCAGGAGGAGAGG 
GACAAGAAGAGGCACAAGGAGATGACCAAGGTGCTGGCCACCGTGGTGGCCCAGAACAGG 
GACAAGGACAGGGGCGAGAGCAAGCTGGGCGACCAGAGGAAGATCCCCCTGGGCAAGGAC 
CAGTGGGCCTACTGCAAGGAGAAGGGCCACTGGGTGAGGGACTQCCCCAAQAGGCCCAGG 
. AAGAAGCCCGCCAACAGCACCCTGCTGTAG 



Sea. ID: 6 • Proteinsequenz FeLVgag 



MGQTITTPLSLTLNHWSEVQARARNQGVEVRKKKWITLCEAEWVMMNVGWPREGTFTIDN 

ISQVEERIFAPGPYGHPDQIPYITTWRSLATDPPPWVRPFLPPPKHPRTDPPEPLSPQPL 

APQPSAPPISSLYPVLPKPDPPKAPVLPPNPSSPLIDLLTEEPPPYPGGHGPTPPSGRRT 

PTASPIASRLRERRENPAEKSQALPLREDPNNRPQYWPFSASDLYNWKLHNPPFSQDPVA 

LTNLIESILVTHQPTWDDCQQLLQALLTAEERQRVU-EARKQVPGEDGRPTQLPNWDEA 

FPLTRPNWDFCTPAGREHLRLYRQLLLAGLRGAARRPTNLAQVKQVVQGKEETPASFLER 

LXEAYRMYTPYDPEDPGQATSVILSFIYQSSPDIRNKLQRLEGLQGFTLSDLLKEAEKIY 

NKRETPEEREERLWQRQEERDKKRHKEMTKVLATWAQNRDKDRGESKLGDQRKIPLGKD 

QCAYCKEKGHWVRDCPKRPRKKPANSTLL ... 




Seq.lD : 7 DNA-Seqlienz des FeLVenvgp85(-spleiB) 



ATGGAGTCCCCCACCCACCCCAAGCCCTCCAAGGACAAGACCCTGTCCTGGAACATGGTQ ' 

TTCCTGGTGGGCATCCTGTTCACCATTGACATTGGCATGGCCAACCCCTCGCCCCCCCGG 

ATCTACAATGTGACCTGGGTGATCACCAATGTGCAGACCAACACCCAGGCCAATGCCACC 

TCTATGCTGGGCACGCTGACAGATGGATACCCCACCCTGCATGTGGACCTGTGTGACCTG 

GTGGGGGACAGCTGGGAGGCCATTCCGCTGAAGCCCACCAATGTGAAGGATGGGGCCAGG 

TApTGCTCCTCCAAGTATGGCTGCAAGACCACAGAGAGGAAGAAGCAGCAGCAGACCfAC 

CGCTTGTATGTGTGCCCTGGCCATGCCCCCTCCCTGGGCCCCAAGQGCACCCACTGTGGG 

G6GGCCCAGGATGGCTTCTGTGCTGCCTGGGGCTGTGAAACCACAGGGGAGGCCTGGTGG 

AAGCCGACCTCCTCCTGGGACTACATCACAGTGAAGAGGGGCTCCTCCCAGGACAACTCC 

TGTGAGGGCAAGTGCAACCCCCTGGTGCTGCAGTTCACCCAGAAGGGCAGGCAGGCCTCC 

TGGGATGGCCCCAAGATGTGGGGCCTGAGGCTGTACAGGACAGGCTATGACCCCATTGCG 

CTGTTCACAGTGTCCAGGCAGGTGTCCACCATCACCCCCCCCCAGGCCATGGGCCCCAAG 

ctggtgctgcctgaccagaagcccccctccaggcagtcccagacaggctccaaggtggcc 
acccagaggccccagaccaatgagtctgcccccaggtctgtggccgccaccaccatgggg 
cccaagaggattggcacaggggacaggctgatcaacctggtgcagggcacctacctggcc 
ctgaatgccacagaccgcaagaagaccaaggactgctggctgtgcctggtgtccaggccc 

CGCTACTATGAGGGCATTGCCATCCTGGGCAACTACTCCAACCAGACCAACCCCCCCCCC 

tcctgcctgtccaccccccagcacaagctgaccatctctgaggtgtctggccagggcatg 

tgcattggcacagtgcgcaagacggaccaggccctgtggaabaagacccagcagggccac 

acaggggcccagtacctgggtgtccgcaatggcacctactgggcctgcaacacaggcctg 

acccggtgcatctccatggctgtgctgaagtggaggtctgacttctgtgtgctgattgag 

ctgitggcccagggtgacctaccaccagcctgagtatgtgtacacgcactttgggaagggt 

gtgaggttcaggagggagcccatctccctgacagtggccctgatgctggggggcctgaca 

.gtggggggcattgctgctggggtggggacaggcaccaaggccctgctggaaacagcccag 

ttcagacaagtagaaatggccatgcacacagacatccaggccctagaagagtcagttagc 

gctttagaaaaatcgctgaggtccctctctgaagtagtcctacaaaacagacgaggccta • 

gatattctattcctacaagagggaggactctgtgccgcattaaaagaagaatgttgtttt 

tatgcagatcacaccggattagtccgagataatatggctaaattaagagaaagattaaaa 

cagcgggaacaactgtttgActgCcaagagggatggtttgaaggatggttcaacaagtcc 

cgctggcttacaaccctaatttcctgtattatgggccgcttgcttatcctgctcctaatt 

ctgctgttcggcccatgcatgcttaaccgattggtggaattcgtaaaagagagaatatcg 

gtggtacaagccttagttttaacccaacagtacgaacagataaaggaatacgatccggac 

CGACCATGA 



Seq.lD: 8 DNA-Sequenz des FeL\/envgp70(-spleiB) 



atggagtcccccacccacccgaagccctccaaggacaagaccctgtcctggaacatggtg 

ttcctggtgggcatcctgttcaccattgacattggcatggccaacccctcccccccccgg 

atctacaatgtgacctgggtgatcaccaatgtgcagaccaacacccaggccaatgccacc 

tctatgctgggcaccctgacagatgcataccccaccctgcat(3tggacctgtgtgacctg 

gtgggggacacctgggagcccattccgctgaaccccaccaatgtgaagdatggggccagg 

tactcctcctccaagtatggctgcaagaccacagacaggaagaagcagcagcagacctag 

cccttctatgtgtgccctggccatgccccctccctgggccccaaggggacccactgtggg 

ggggcccaggatggcttctgtgctgcctggggctgtgaaaccacaggggaggcctggtgg 

aagcccacctcctcctgggactacatcacagtgaagagggggtcctcccaggacaagtcc. 

tgtgaggggaagtgcaacgcgctggtggtggagttgagggagaXgggcagggaggggtcg 

tgggatgggcggaagatgtggggggtgagggtdtagaggagagggtatgaggcgattggg . 

gtgitcagagtgtccaggcaggtgtccaggatcagccccgcggaggccatgggccgcaac 

ctggtgctgcctgaccagaagcccccctcgaggcagtcccagacaggctccaaggtggcc 

.ACCCAGAGGCGCCAGAGCAATGAGTGTGCCCCCAG(3TCTGTGGGGGCGACCACCATGGGG 

GCGAAGAGGATTQGCAGAGGGGAGAGGCTGATCAAGGTGGTGGACjGGGACCTAGCTGGCC 

GTGAATGGCACAGAGGGCAAGAAGAGCAAGGAGTGGTGGCTGTGCCTGGTGTGGAGGGGG 

CCGTACTATGAGGGGATTGCGATCGTGGGGAAGTACTCCAAGCAGACCAACCCGGCCCCC - 

TGGTGCCTGrCCACGCCCCAGCACAAGGTGACCATCTCTGAGGTGTCTGGGCAGGGCATG 

TGCAtTGGGACAGTGGGCAAGAGGGACGAGGGGGTGTGGAAGAAGACGGAGGAGGGGGAG 

AGAGGGGGGGAGTACGTGGGTGTGGGGAATGGGAGGTACTGGGGGTGGAACAGAGGGGTG 

AGGGGGTGGATCTCGATGGCTGTGGTGAAGTGGACGTCTGAGTTGTGTGTGCTGATTGAG , 

CTGTGGGGGAGGGTGACCTACCAGGAGCCTGAGTATGTGtACAGGGAGTTTGCCAAGGGT 

GTGAGGTTCAGGAGGGAGCCCATCTCCCTGACAGTGGCCCTGATGCTGGQGGGCCTGACA 

GTQCaGGGGCATTGCTGCTGGQGTQGGCACAGGCACCAAGQCCCTGCTGGAAACAGCCTGA 



geq. iP; 9 Proteinsequenz des FeLVenvgp85 (-spleiB) 



MESPTH PKPSKDKTLSWN M VFLVG I LFTIDIGMANPS PPRIYN VTWVITNVQTNTQAN AT 
SMLGTLTDAYPTLHVDLCDLVGDTWEPIPLNPTNVKHGARYSSSKYGCKTTDRKKQQQTY 
PFYVCPGHAPSLGPKGTHCGGAQDGFCAAWGCETTGEAWWKPTSSWDYITVKRGSSQDNS 
. CEGKCNPLVLQFTQKGRQASWDGPKMWGLRLYRTGYDPIALFTVSRQVSTITPPQAMG PN 
LVLPDQKPPSRQSQTGSKVATQRPQTNESAPRSVAPTTMGPKRIGTGDRLINLVQGTYLA 
LNATDPNKTKDCWLGLVSRPPYYEGIAILGNYSNQTNPPPSCLSTPQHKLTISEVSGQGM 
GIGTVPKTHQALCNKTQQGHTGAHYLAVPNGTYWACNTGLTPCISMAVLNWTSDFCVLIE 
LWPRVTYHQPEYVYTHFAKAVRFRREPISLTVALMLGGLTVGG lAAGVGTGTKALLETAQ 
FRQLQMAMHTDIQALEESVSALEKSLTSLSEVVLQNRRGLDIU=LQEGGLCAALKEECCF 
YADHTGLVRDNMAKLRERLKQRQQLFDSQQGWFEGWFNKSPWLTTLISSIMGPLLILLLI 
LLFGPCILNRLVQFVKDRISWQALVLTQQYQQIKQYDPDRP 



geq. >D: 1 0 Proteinsequenz des FeLVenvgp.70 (-spIeiB) 



MESPTHPKPSKDKTLSWNMVFLVGILFTIDIGMANPSPRRIYNVTWVITNVQTNTQANAT 

SMLGTLTDAYPTLHVDLCDLVGDTWEPIPLNPTNVKHGARYSSSKYGCKTTDRKKQQQTY 

PFYVCPGHAPSLGPKGTHCGGAQDGFCAAWGCETTGEAWWKPTSSWDYITVKRGSSQDNS 

CEGKCNPLVLQFTQKGRQASWDGPKMWGLRLYRTGYDPIALFTVSRQVSTITPPQAMGPN 

LVLPDQKPPSRQSQTGSKVATQRPQTNESAPRSVAPTTMGPKRIGTGDRLINLVQGTYLA 

LNATDPNKTKDCWLCLVSRPPYYEGIAILGNYSNQTNPPPSCLSTPQHKLTISEVSGQGM 

CIGTVPKTHQALCNKTQQGHTGAHYLAVPNGTYWACNTGLTPCISMAVLNWTSDFCVLIE , 

LWPRVTYHQPEYVYTHFAKAVRFRREPISLTVALMLGGLTVGGIAAGVGTGTKALLETA 



Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Impfstoff. welcher einen Schutz gegen Erkrar;ikung 
infolge einer Lentivirusinfektion, insbesondere eine Infektion mit dem fel|nen 
Leukosevirus (FeLV) induzieren vermag. Bin solcher Impfstoff enthalt kodon- 
optimierte DNA-Sequenzen, die fur Strukturproteine und daft wichtigste 
Membrahprotein des FeLV kodieren. 



•® 00 p ceo 

coo 0000 00 00 ce««»oe 

- I • 



3^ 



Fig.: 1 in-vitro Expressibnsvergleich der WT und der synFeLVgag-Sequenz des FeL- 

Virus . 
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